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© Membran zur Regeneration von Kdrpergeweben und Verwendung der Membran als Wundabdeckung und 
Hautersatz 

(§?) Die Erfindung betrifft eine Membran zur Regeneration von 
Kdrpergeweben a us einem rosorbierbaren, biokompatiblan 
Material e!n Verfahren zur HersteJIung dieser Membran, 
sowie ihre Verwendung fur die in-vitro-Kultivierung von 
Zellkulturen, als Wundabdeckung und als Hautersatz, wobei 
die Membran eina Porositat besitzt die sie fur Gase und 
Makromolekule durchlassig macht fur Zetlen dagegen un- 
durchlassig macht, und wobei die Membran Insbesondere 
eine eierkartonartige Mikrostruktur in Form von Hdckern und 
Vertiefungan besitzt, die bevorzugt flie&end ineinander 
ubergehen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Membran zur Regenera- 
tion von K6rpergeweben aus einem resorbierbaren, 
biokompatiblen Material, ein Verfahren fur ihre Her- 5 
stellung, ihre Verwendung fur die in- vitro- Kultivierung 
von Zellkulturen, sowie einer Wundabdeckung und ei- 
nem Hautersatz, und deren Verwendung. 

Die auBere zellulare Schicht der menschlichen Haut 
(Epidermis) wird durch eine Basalmembram von der 10 
darunter liegenden zellularen Schicht (Dermis) ge- 
trennt Diese Basalmembran, die sich durch eine beson- 
dere, gewellte Struktur (Rete-Leisten) auszeichnet be- 
steht aus sogenannten ECM-Proteinen (Extra-Cellular- 
Matrix), die teils von Epiderrnis-Zellen (Keratinozyten), 15 
teils von Dermis-Zellen (Fibroblasten) synthetisiert 
werden. Die Basalmembran stellt einerseits eine zellula- 
re Barriere dar, erlaubt aber andererseits Gas- und 
Stoffaustausch zwischen den beiden Zellschichten. 

Die Basalzellen erzeugen durch Zellteilung die Zellen 20 
der daruber liegenden Schichten, man nimmt an, daB mit 
der Struktur der Rete-Ieisten auch die Struktur der 
Hautoberflache determiniert wird 

Bei groBflachigen Verletzungen der Haut, bei der ne- 
ben der Epidermis auch die Basalmembran zerstdrt 25 
wird, kann diese Struktur nicht mehr ohne weiteres 
nachgebildet werden. Zwar konnen Keratinozyten aus- 
gehend von den Wundrandern und den sogenannten 
Hautanhangsgebilden (z. B. Haare, SchweiBdrusen) die 
Hautoberflache neu besiedeln. Jedoch werden insbeson- 30 
dere die Rete-Leisten meist nicht mehr oder nur unge- 
nugend ausgebildet Das neugebildete Gewebe ist 
morphologisch und funktionell deutlich von der norma- 
len Haut verschieden und wird als Narbengewebe be- 
zeichnet. 35 

Werden, wie z. B. bei drittgradigen Brandwunden, 
auch tiefere Hautschichten verletzt und mit ihnen die 
Keratinozyten der Hautanhangsgebilde zerstdrt, ist 
auch eine geordnete Narbenbildung nicht mehr mdg- 
lich. Dies bedeutet, daB eine Wundheilung erschwert 40 
und meist mit Deformationen, wie einseitig gerichteten 
Kontraktionen, und Wucherungen verbunden sind 

Die bisherigen Behandlungsverfahren haben im we- 
sentlichen das Ziel durch mechanische und/oder chemi- 
sche (z. B. Salben, Gele) Abdeckung die Wunde vor In- 45 
fektionen und weiteren Verletzungen zu schtttzen und 
gegebenenfails ein gunstiges Klima fur die Wundhei- 
lung zu schaffen. Ober die besten Bedingungen fur die 
Wundheilung gibt es unterschiediiche Auffassungen, 
wobei z. B. eine Schule die trockene, eine andere Schule 50 
die feuchte Wundheilung favorisiert Beiden gemeinsam 
ist die Absicht, die natiirliche Wundheilung mdglichst 
ungestort ablaufen zu lassen. 

Zur Behandlung von tiefen, groBflachigen Wunden 
bringt derzeit die Transplantation korpereigener Haut 55 
die besten Ergebnisse. Dazu wird die Haut zur Oberfia- 
chenvergroBerung durch ein besonderes Verfahren mit 
Hilfe einer Vielzahl kleiner Schnitte in eine netzartige 
Konfiguration ("mesh graft") gebracht 

In besonders schweren Fallen, wenn, wie z. B. bei be- 60 
stimmten Verbrennungen, 80 bis 90% der Kdrperober- 
flache geschadigt sind, ist fur eine autologe (kSrpereige- 
ne) Transplantation nicht genugend ungeschadigtes Ge- 
webe vorhanden. In diesen Fallen gelingt es, basierend 
auf den bahnbrechenden Arbeiten von Green und 65 
Rheinwald (Cell. 6, 331—334, 1975), aus einer Biopsie 
gewonnene Keratinozyten in vitro in einer Zellkultur zu 
vermehren, in Form von dQnnen Zellschichten (sheets) 
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zu ziichten und schlieBIich auf den Patienten zu trans- 
plantieren. 

Zur Verbesserung der mechanischen Stabilitat und 
der Handhabbarkeit der Zellschichten (sheets) wurden 
diese auf schwammartigen Matrices angesiedelt Die 
Matrices bestehen in der Regel aus Kollagen und/oder 
HyaluronsSure oder Polylactid und/oder PolyglycolicL 
Auch resorbierbare und nicht resorbierbare Netze so- 
wie Filze aus Polylactid und/oder Polyglycolid wurden 
verwendet. Obwohl diese schwammartigen Matrices 
gegenQber einfachen Sheets den Vorteil hoherer me- 
chanischen Stabilitat haben, ist der hohere Gehalt an 
Fremdmaterial, sowie auch der erhohte Zeitbedarf, der 
fur die Besiedlung mit Zellen benotigt wird, nachteilig. 

Aus der WO 93/19700 ist ein Implantationssystem be- 
kannt, das als wesentlichen Bestandteil eine PTFE 
Membran mit bestimmten Porendurchmesser und Dik- 
ke besitzt in dem Zellen angesiedelt werden, die in der 
Lage sind, gewisse biologische Produkte zu bilden. Das 
System dient nicht der Regeneration der HauL 

Aus der EP 0 462 426 ist bereits eine Membran be- 
kannt, die als Hautersatz verwendet werden kann. Die 
Membran besteht aus einem biokompatiblen Material 
und ist perforiert Die Locher sind regelmaBig angeord- 
net und haben einen Durchmesser zwischen 10 und 1000 
Mikron. Die Lechperforierung soil das Einwachsen der 
Membran und die Hautregeneration unterstutzen. In 
den Lochbereichen bilden sich Mikrokolonien von ein- 
gesaten autologen oder heterologen Keratinozyten. Die 
Membran befindet sich noch in der klinischen Erpro- 
bung. 

Der Erfindung Iiegt die Aufgabe zugrunde eine Mem- 
bran zu schaffen, die die Rekonstruktion von lebendem 
biologischen Gewebe unterstutzt und insbesondere die 
Regeneration von Korpergeweben und der menschli- 
chen Haut 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch eine 
Membran geldst, welche die Merkmale des Kennzei- 
chens des Anspruchs 1 aufweist 

Die Erfindung basiert ganz wesentlich auf der Er- 
kenntnis, daB die Basalmembran mit gut ausgebildeten 
Rete-Leisten von entscheidender Bedeutung fur die 
Funktionalitat der Haut ist Sie geht weiter davon aus, 
daB normale Zell- und ECM-Strukturen entstehen, 
wenn dafur geeignete Ausgangsbedingungen geschaf- 
fen werden. Zu diesen Bedingungen geh6rt nicht nur, 
daB epidermale Zellschichten mit dermalen in Kontakt 
kommen, sondern daB zusatzlich eine bestimmte dreidi- 
mensionale Struktur vorhanden sein muB, welche Berei- 
che mit unterschiedlichen Bedingungen, z. B. in der Ver- 
sorgung mit Sauerstoff oder der lokaien Konzentration 
bestimmter SignalmolekQle erzeugt Erst durch diese 
Bedingungen wird eine Kaskade von Ereignissen ausge- 
lost, die zu einer vollstandigen Geweberegeneration 
fuhrt 

Die erfindungsgemaBe Membran stellt in Form und 
Funktion ein resorbierbares Aquivalent der Basalmem- 
bran der menschlichen Haut dar, die solange als "Platz- 
halter" dient, bis die Zellen entsprechende eigene funk- 
tionelle Strukturen aufgebaut haben. 

Der besondere Vorteil der Erfindung ist es, daB mit 
einem minimalen Anteil an Fremdmaterial und Zeit in 
einer Zellkultur oder im KSrper die entscheidenden An- 
fangsbedingungen far die naturliche Regeneration eines 
komplexen Gewebes geschaf fen werden konnen. 

Die Membran erlaubt eine strukturierte Anheftung 
von Makromolekulen, die die Haftung bzw. die Nicht- 
Anheftung bestimmter Zelltypen fdrdern oder sonstige 
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Zellreaktionen ausldsen. Es ist auch mSglich, durch Zell- 
sortierung bestimmte Zellen zu isolieren und diese ge- 
zielt in einem bestimmten Verhaltnis in den Vertiefun- 
gen der Membran zu verteilen. Da die Basalmembran in 
vielen anderen Kdrpergeweben vorkommt, eignet sich 5 
die erfindungsgemaBe Membran auch zur Regeneration 
dieserGewebe. 

Die Membran selbst steilt keine morphologisch ge- 
naue Nachbildung der Basalmembran der menschlichen 
Haut dar. Die eigenstabile Mikrostruktur zeichnet sich 10 
vielmehr durch in regelmaBigem Raster verteilte Hdk- 
ker und Vertiefungen aus, die beispielsweise durch die 
Oberlagerung zweier Sinus- Wellen beschrieben werden 
kann. Man k6nnte die Mikrostruktur der Membran im 
Prinzip auch mit der Form eines "Eierkartons" verglei- 15 
chen, die insbesondere auch Festigkeit gegen Scherkraf- 
te besitzt. Die Obergange zwischen Hdckern und Ver- 
tiefungen sind bevorzugt weich und flieBend, ohne Kan- 
ten ausgebildet. 

Die gewellte Oberflachenstruktur erlaubt es, Mem- 20 
branen so aufeinander zu stapeln, daB Hohlraume ent- 
stehen, die einerseits bei Kontakt mit Flussigkeiten die- 
se durch die Kapillarwirkung aufsaugen, und in denen 
andererseits Zellen wachsen konnen, ohne mechanisch 
geschadigt zu werden. Solche Anordnungen haben sich 25 
im Zusammenhang mit Wundpflastern bewahrt 

Die Membran hat eine Dicke von 2 bis 20 Mikron, 
vorzugsweise etwa 5 Mikron. Ganz allgemein gilt, daB 
abhangig vom Material die Membran so diinn als mog- 
lich ausgebildet sein soil, wobei sie jedoch noch hand- 30 
habbar bleiben muB. 

Die PorengrdBeder Membran liegt vorzugsweise un- 
ter 3 Mikron. Die Poren sollen so beschaffen sein, daB 
sie fGr Gase wie Sauerstoff und Makromolekule durch- 
iassig, f Gr Zellen jedoch undurchlassig sind. 35 

Die Gr6Benordnung der raumlichen Mikrostruktur 
liegt im Bereich von 50-500 Mikron. Der Abstand der 
einzelnen Hdcker bzw. Vertiefungen voneinander oder 
mit anderen Worten das RastermaB betragt vorzugs- 
weise etwa 200 Mikron. In der gleichen GrdBenordnung 40 
liegt die Hohe bzw. Tiefe der Hocker und Vertiefungen. 

Das Material, aus dem die Membran besteht ist vor- 
zugsweise ein Material, das von lebenden Zellen abge- 
baut werden kann und dessen Abbauprodukte keine 
negative Auswirkung auf den RegenerationsprozeB der 45 
Haut haben. Bevorzugt werden Polygiycolid, Polylactid, 
Copolymere dieser Stoffe oder ihre Derivative, Polydio- 
xanone, Polyphosphazene, Polysulfone und Polyure- 
thane. Auch Polyhydroxybuttersaure, mit Netzmittel 
vernetztes Kollagen oder Hyaluronsaure sind geeignet 50 
Weitere Beispiele fur geeignete Materialien sind in der 
EP 0 462 426 genannt, auf deren Offenbarung ausdrQck- 
lich Bezug genommen wird. Das Material muB jeden- 
falls solange stabil sein, bis ausreichend kdrpereigene 
Strukturen aufgebaut sind, d. h. vorzugsweise etwa 5 bis 55 
lOTage. 

Die Hersteliung der eigenstabilen Mikrostruktur er- 
folgt mittels herkSmmlicher Verfahren. Bevorzugt wird 
ein Prageverfahren. Die Mikroporfcsitat kann ebenfalls 
durch bekannte Verfahren erzeugt werden. Auch kann 60 
ein filzartiges oder faserig extrudiertes Material als 
Ausgangsmaterial fQr die Membran eingesetzt werden. 
Die rnechanischen und chemischen Eigenschaften der 
Membran lassen sich durch Auswahl geeigneter Mono- 
mere genau einstellen. 65 

Nachfolgend soli die Erfindung anhand der beigefug- 
ten Zeichnung eriautert werden. Darin zeigen : 

Fig. 1 eine perspektivische Ansicht der Membran mit 



der Mikrostruktur und einer halb aufgeklappten auBe- 
ren Membran; 

Fig. 2 einen schematischen Querschnitt durch ein 
Wundpfl aster; 

Fig. 3 eine schematische Darstellung gestapelter 
Membrane getrennt durch ein Gitternetz. 

FQr die Wundabdeckung groBer drittgradiger Brand- 
wunden wird die erfindungsgemaBe Membran mit der 
Mikrostruktur (Bezugsziffer 10 in Fig. 1) direkt auf die 
Wunde geiegt. Keratinozyten werden aus einer Biopsie 
vom Patienten isoliert und 2—3 Wochen in einer Zell- 
kultur vermehrt Diese Keratinozyten werden in Sus- 
pension gebracht und mit Fibrinkleber auf der Mem- 
bran mit Mikrostruktur fixiert. Daruber wird eine auBe- 
re, von der erfindungsgemaBen Membran verschiedene 
Membran (Bezugsziffer 12 in Fig. 1) geiegt Die Kera- 
tinozyten sammeln sich in den Vertiefungen 14 und bil- 
den dort eine "kritische" Masse fQr optimale Wachs- 
tumsbedingungen. Da bei Verwendung von Suspensio- 
nen eine festigkeitssteigernde Differenzierung der Zel- 
len nicht abgewartet werden muB, wie es etwa bei der 
Produktion von Sheets der Fall ware, kann der Patient 
nach wesentlich kGrzerer Wartezeit versorgt werden. 
Durch die Ansammlung der Keratinozyten in den Ver- 
tiefungen kdnnte diese besonders schonend verteilt 
werden. Diese Art der Auftragung ist einer dunnen, 
gleichmSBigen Auftragung vorzuziehen. 

Die auBere Membran 12 besteht z. B. aus Polyure- 
than, mikropor6sem Polyethylen oder PTFE. Sie ist 
durchlassig fur Gase und Wasserdampf, aber undurch- 
lassig fur FlQssigkeiten und Keime. 

Fig. 2 zeigt ein erfindungsgemaBes Wundpflaster, be- 
stehend aus einer fiuBeren Membran 12 und einem Sta- 
pel aus resorbierbaren Membranen 10 mit Mikrostruk- 
tur, die durch resorbierbare Netze 18 voneinander ge- 
trennt werden. Das Netz verhindert, daB die Membra- 
nen zu dicht aufeinander liegen (Fig. 3). Maximales 
Hohlraumvolumen ergibt sich, wenn die Hocker 16 ei- 
ner oberen Membran 10 uber den Vertiefungen 14 einer 
unteren Membran 10 liegen. Das Netz kann dazu die- 
nen, die Membranen an den Stellen 20 miteinander zu 
verkleben, z. B. durch kurzzeitiges thermisches Erwei- 
chen des Netzmateriais. Das Netz kann gegebenenfalls 
entfallen. Die resorbierbaren Membrane sind perforiert, 
um Blut und Sekret durchtreten zu lassen. Die auBere 
Membran (12) kann randseitig Qber die innere Membran 
hinausragen und in diesem Bereich mit Kiebstoff verse- 
hen sein, um eine Fixierung des Wundpflasters auf der 
Haut zu ermdglichen. 

Die Qbereinander gestapelten Membranen formen 
ein Kissen, in das Blut und Sekrete durch Kapillarkrafte 
eindringen kdnnea Die Blutgerinnung erfolgt auf diesen 
Membranen. Die Keratinozyten wandern entlang der 
yon Fibrin besetzten Hdckern in das Pflaster ein und 
haften sich bevorzugt dort an. Die Wundheilung erfolgt 
im wesentlichen ohne Narbenbildung. Beim Abziehen 
des Pflasters nach eingetretener Heilung bzw. zum 
Wechseln verbleiben wundnahe Membranschichten auf 
der Wunde, deren Oberfiache sie schutzen und deren 
neugebildete Strukturen erhalten bleiben. Auch die 
Schmerzrezeptoren bleiben bedeckt, so daB das Abld- 
sen des Wundpflasters bei besonders schmerzempfindli- 
chen Patienten ohne Probleme erfolgen kann. 

SchlieBlich kann die Membran auch zur Kokultivie- 
rung von unterschiedlich differenzierten Zellen zur Re- 
generation von Geweben verwendet werden. Diese 
kdnnen z. B. zur Transplantation, zur Untersuchung von 
Gewebefunktionen, zur Synthese hochwirksamer Ma- 
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kromolekule oder als biologischer Sensor verwendet 
werderL Man spannt die Membran in einen Rahmen und 
beaufschlagt beide Seiten des Rahmens nacheinander 
mit einer Zellsuspension zweier unterschiedlicher Zel- 
larten. Nach Sedimentation und Fixierung der einen 5 
Zellart wird der Rahmen gewendet und das gleiche Ver- 
fahren mit einer Suspension der anderen Zellart wieder- 
holt 

Patentanspruche 10 

1. Membran zur Regeneration von Kdrpergewe- 
ben aus einem resorbierbaren, biokompatiblen Ma- 
terial, gekennzeichnet durch die [Combination der 
folgenden Merkmale 15 

— einer Porositat mit Poren, die fur Gase und 
Makromolekiile durchlassig, fiir Zellen dage- 
gen undurchlassig sind, 

— einer Mikrostruktur in Form von Hockern 
(16) und Vertiefungen (14). 20 

2. Membran nach Anspruch l t dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Membran eine gleichformige Dik- 
ke aufweist. 

3. Membran nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Hocker (16) und Vertiefun- 25 
gen (14) regelmaBig in Rasterform angeordnet sind. 

4. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Hoker (16) und 
Vertiefungen (14) alle gleich ausgebildet sind und 
sich in ihrer GrdBe entsprechen. 30 

5. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Mikrostruktur ei- 
genstabii ist 

6. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Hocker (16) und 35 
Vertiefungen (14) der Mikrostruktur unmittelbar 
aneinandergrenzen bzw. ineinander ubergehen. 

7. Membran nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Obergange zwischen den Hdk- 
kern und Vertiefungen weich und HieBend, ohne 40 
Kanten sind 

8. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB sich die Mikrostruk- 
turen von Ober- und Unterseite der Membran ent- 
sprechen. 45 

9. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Dicke der Mem- 
bran zwischen 2 und 20 Mikron liegt 

10. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Dicke der Mem- 50 
bran vorzugsweise etwa 5 Mikron betragt 

11. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die PorengroBe unter 
3 Mikron betragt 

12. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 11, 55 
dadurch gekennzeichnet, daB der Abstand (A) von 
Hdcker (16) zu H6cker (16) und von Vertiefung(14) 
zu Vertiefung (14) 50 bis 500 Mikron, vorzugsweise 
etwa 200 Mikron betragt 

13. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 12, 60 
dadurch gekennzeichnet, daB die HOcker und Ver- 
tiefungen eine Hdhe bzw. Tiefe von etwa 200 Mi- 
kron aufweisen. 

14. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Material fiir die 65 
Membran aus naturlichen ECM-Molekulen oder 
synthetischen Molekulen besteht 

15. Membran nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB das Material fur die Membran aus der 
Gruppe ausgewahlt wird, die aus Polylactid, Poly- 
glycoiid, Kopolymeren dieser Stoffe oder ihren De- 
rivaten, Polydioxaneon, Polyphosphazen, Polysul- 
fon, Polyurethan, Polyhydroxybuttersaure, Hyalu- 
ronsaure oder mit Netzmittel vernetztem Kollagen 
besteht 

16. Verwendung der Membran nach einem der An- 
spruche 1 bis 15 zur In-Vitro-Kultivierung von Zel- 
len. 

17. Membran nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB an beiden Seiten der 
Membran in-vitro-kultivierte und sedimentierte 
Zelien fixiert sind. 

18. Membran nach einem der AnsprGche 1 bis 15 
oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB k6rpereige- 
ne Keratinozyten auf der Membran fixiert sind. 

19. Verwendung der Membran nach einem der An- 
spruche 1 bis 15, 17 oder 18 als kunstliche Haut. 

20. Verwendung der Membran nach Anspruch 18 
zur Abdeckung drittgradiger Brandwunden. 

21. Verwendung der Membran nach einem der An- 
spruche 1 bis 15 in einem Wundpflaster, bestehend 
aus wenigstens einer Membran (10) und einer auBe- 
ren Membran (12), die gasdurchlassig, keimdicht 
und flussigkeitsdicht ist 

22. Verwendung der Membran nach einem der An- 
spruche 1 bis 15 in einem Wundpflaster gemaB An- 
spruch 21, gekennzeichnet durch einen St ape! von 
Membranen (10), die gegebenenfalls durch Netze 
(18) aus resorbierbarem Material voneinander ge- 
trennt bleiben. 

23. Verwendung der Membran nach einem der An- 
spruche 1 bis 15 in einem Wundpflaster gemaB ei- 
nem der Anspruche 21 oder 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Membranen (10) perforiert sind, 
urn Blut und Sekret durchtreten zu lassen. 

24. Verwendung der Membran nach einem der An- 
spruche 1 bis 15 in einem Wundpflaster gemaB ei- 
nem der Anspruche 21 bis 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die auBere Membran (12) randseitig 
uber die innere Membran (10) hinausragt und in 
diesem Bereich mit KJebstoff (20) beschichtet ist. 

25. Verfahren zur Herstellung einer Membran nach 
einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mikrostruktur gepragt wird. 
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